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RESUMEN

ROSALES NIEVES ZENAIDA J..Penetracién de  Salmonella
enteritidis en huevos fértiles y huevos infértiles a
diferentes estadios de  incubacién :IV  Seminarioc de
Titulacién en el &rea de aves.(Bajo la supervisién de los
MVZ,Ph.D. Guillermo Téllez I.,MVZ Ezequiel Sdnchez R.,PMVZ
Miriam Trejo R.,MVZ José A.Quintana ,MVZ Odette Urquiza
R.,DMV,Ph.D. Billy M.Hargis)

Tres grupos de huevos infértiles (IF) y huevos fértiles(F)
provenlentes de gallinas Babcock B-300 con 59 semanas de
edad, mantenidos bajo idénticas condiciones de incubacién
fueron expuestos cada 4 dfas a partir del octavo dia de
incubacién con una solucién de gSalmonelln enteritidis (SE)
fagotipo 13 en la superficie del cascarén.Se realizé la
prueba de Williams para evaluar la penetracién de SE a
través de las diferentes estucturas externas del
huevo.Significativamente menos huevos fértiles fueron
penetrados por SE,indicando gque el desarrollo embrionario
los hace considerablemente menos susceptibles a la invasién
de SE.al ser comparados con huevos IF. Asi mismo se
determiné que la capacidad de penetracién de SE decrece en
los huevos fértiles a medida que transcurre el desarrollo
embrionario.Estos resultados sugieren que los huevos IF que
son incubados,pueden ser mds susceptibles a la penetracién
de SE,que aquellos que se encuentran en desarrollo

embrionario.



INTRODUCCION
La contaminacién de los huevos incubables por bacterias
representan pérdidas por concepto de mortalidad
embrionaria,mortandad durante las primeras semanas de vida
del pollito produciendo un marcado retraso en el crecimiento
de las aves (13,7).
Por su importancia en cuanto a salud publica,Salmonella
enteritidis (SE) es considerada una causa importante de
contaminacién alimenticia en Furopa Occidental y en el
Noreste de los Estados Unidos,contribuyendo a la gran
cantidad de casos de la enfermedad asociados con el consumo
de huevo (10,8).La Salmonelosis aviar puede ocurrir ya sea
en forma subclinica o en forma clinicaj;la primera y quizas
la més frecuente e importante es cuando se presenta un
fenémeno de comensalismo entre los diferentes serotipos de
Salmonella y el ave,sin que se produzca dailo alguno aun en
pollitos de una semana de edad (15). El organismo del ave
hace muy poco por excluirla o eliminarla y es por esta razédn
que se dice que las aves son "colonizadas"™ y no
infectadas,provocande asi 1la contaminacién del producto
final,ya sea carne o huevo. Ambas formas de presentacién son
un peligro para la salud humana (14,8).
El género Salmonella estd compuesto por un grupo de bacilos
gram negativos,no esporulados,méviles.Hasta ahora se han
clasificado md4s de 2,000 serotipos de SE antigénicamente
distintos (7).

La contaminacién de los huevos en los nidos puede ocurrir



rdpidamente (20).Se ha demostrado que bastan de 6-20 minutos
de exposicién a S.typhimurium para que la bacteria penetre a
través de 1la cuticula,el cascarén y se localice en la
membrana interna,donde los desinfectantes ya no tienen
ningin efecto (15,20,21).

Es importante que el personal que recoge el huevo se lave
las manos con agua y Jabén,cada vez que inicie wuna
recoleccién ya que se ha comprobado que las manos de los
trabajadores contienen entre 30,000 y 40,000 colonias de
bacterias por pulgada cuadrada antes de lavdrsz y baja a
5,000 después de lavdrselas,y a ménos de 200 una vez que se
las rocian con desinfectante (4).

El huevo esta naturalmente dotado‘ de diferentes estructuras
que evitan la fdcil penetracién de las bacterias al interior
del huevo (5,19,20).Las tres partes que constituyen esta
barrera natural son:

a) La cuticula,que estd formada de dos estratos,uno
adyacente al cascarén de apariencia espumosa y otro externoc
de apariencia mads compacta;estd compuesta de apréximadamente
90% de proteinas con un alto contenido de glicina,acido
glutdmico,lisina,cistina y tirosina.En proporcién menor hay
polisacaridos como hexosamina,galactosa y manosa (3).Mide de
10 a 30 micrometros de espesor {11), se distribuye en forma
irregular sobre la superficie del cascardn,y se introduce en
los ;oros formando verdaderos tapones (13).Algunos de los

factores que influyen en 1la penetracién de las bacterias

son:



-Maduracion tardia de la cuticula.La cuticula "“madura" se
seca algunos segundos después de haber sido puesto el huevo
la penetracién bacteriana puede ocurrir antes de ello
(13,15).

-Ausencia de cuticula.Se ha demostrado que una cantidad
pequefia de huevos carecen de cuticula en forma total o mids
frecuentemente en uno de sus polos.La superficie del
cascarén de estos huevos es rugosa,tiene fisuras profundas y
sus poros no tienen tapén,por lo que estos huevos son més
susceptibles a la invasién microbiana (2)

-La cuticula se deteriora con el tiempo y con 1la
temperatura.Se afecta mds rdpido cuando son almacenados a
24°C que a 59C (11,15).

~La desinfeccién empleando gas o soluclones,asf como el
lavado del huevo reduce la cantidad de cuticula (4)

~Las sustancias como el dcido Urico que se encuentra en las
heces tienen la capacidad de destruir la cuticula (11).

b) El cascarén ocupa el segundo lugar como barrera para
evitar la entrada de bacterias al interior del huevo (6).Si
bien el cascarén de un huevo de 56.7 g contiene alrededor de
8,000 poros, la mayoria de estos son demasiaso pequefios para
permitir el paso de las bacterias. Pero existe un pequefio
porcentaje de poros grandes mal formados gque poseen un
didmetro varias veces superior al de las bacterias por lo
que a través de ellos clentos de organismos logran penetrar
al interior del huevo,llegando hasta las membranas del

cascarén (12).



,
c)Enila suberficie interna del cascarén se encuentran dos
membranas:ia membrana interna y la membrana externa (esquema
1 y 2).La membrana externa cuenta con tres capas de fibrina
y ‘muciﬁa,que se encuentran firmemente adheridas a 1la
sterficie interior del cascarén.La membrana interna tiene
uné pequeiia capa de material albuminoso que se mezcla con la
sustancia del huevo.Estas membranas envuelven toda la
superficie interna del huevo cuyo funcionamiento es como un
filtro mecdnico gue evitan 1la penetracién de
microorganismos hacia el contenido 'del huevo (9,19)

Durante el desarrollo enbrionario,existen cambios
metabélicos como el intercambio ga;eoso que altera el pH de
la albumina y vitelo,asi como produccién de enzimas
bactericidas que tienen una importante funcién para el

control bacteriano del huevo.



Hipétesis :Conforme transcurren los dias de desarrollo
embrionario,los huevos fértiles mostrardn menor penetracidn
de SE a través del cascarén gque los huevos infértiles
mantenidos bajo idénticas condiciones de incubacién.
Objetivo:Comparar la penetracién de SE a través del cascarén
del huevo y sus membranas,en huevos IF y F a diferentes

tiempos de incubacién.



PROCEDIMIENTO
Haterial y métodos:
1.~Huevos:se utilizaron 30 huevos Infértiles (IF) vy 36
huevos fértiles (F) blancos recién recolectados,limpios y
fumigados con 22 g de permanganato de potasio y 40 ml de
formaldehido al 40 % por metro cibico (17).Provenientes de
aves libres de Salmonella spp.,de la estirpe Babcock B-
300,con 59 semanas de edad.
En el Departamento de Produccién Animal:Aves de la UNAM, se
ovoscopiaron previamente para e}iminar los gque presentan
fisuras o fracturas.Ambos grupos de huevos se pusieron en
similares condiciones de incubacién por espacio de 20
dias,en una incubadora de mesa (ma;ca IAMEX con capacidad de
120 huevos y de volteo automdtico)a una temperatura de
37.7°C y con una humedad relativa de 65-70%.
2.-Bacteria.La bacteria utilizada en 1la centaminacién del
cascarén de 1los huevos fue una suspencién de PBS y
Salmonella enteritidis fagotipo 13, bacteria aislada de aves
comerciales del National Veterinary Services Laboratory,Ames
IA.50010,USA.
3.~-Matgrial para la inoculacion:
-Lémpara para ovoscopiado
~Cilindros de papel aluminio (1,5 cm de didmetro por .75 cm
de alto).
-Para;ina
-Micropip®ta

~Pincel



-Inéculo de SE.
4.-Haterial para el muestreo
-Hisopos

-Recipiente estéril
-Tijeras

-Pinzas estériles
~Perforador

~Manguera de hule latex
~Mechero

~Pipetas de 10 y 1 ml
-Micropipeta

-Alcohol etilico

~-PBS estéril

-Medios bacteriolégicos (verde brillante Y caldo

tetrationato).
~Tubos de ensaye.
5.-La exposicién con Salmopella se realizé

forma:

Grubo No.de Huevos Inoculacién Cultivo

de SE de SE
1 10 IF dia 8 96 hrs.
10 F
2 10 IF dia 12 96 hrs.
10 F
3 10 IF dia 16 96 hrs
10 F

*UFC (Unidades Formadoras de Colonias).

100+=100 microlitros

de la siguiente
cantidad
de SE

108UFC* en 100+

108UFC en 100 +

108UFC en 100 +



6.-Cultivo bacteriolégico.Para la inoculacién y recuperacién
de la bacteria se utilizé la técnica descrita por Williams
(19) y Lépez (10).

Las areas muestreadas son las sigquientes:

Area 1.- Membrana interna

Area 2.- Entre 1la superficie interna del cascarén y
membrana externa.

Area 3.- Membrana externa

Asi mismo se realizé cultivo bacteriolégico de yema Yy
clara.Se llevaron a cabo pruebas 'bioquimicas solo a 1las
colonias de bacterias lactosa negativa gue crecieron en
verde brillante, para verificar qu; correspondia al género
inoculado.

7.-Andlisis estadistico:La prueba de "Ji¥ cuadrada fue
utilizada para determinar las diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de penetracién de SE entre
los grupos de huevos,evaluados mediante la técnica de

Williams (23).
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RESULTADOS

La figura 1 muestra los resultados obtenidos a los 8 dias
de incubacién .La penetracidn de SE no fue
significativamente diferente en las tres &reas del grupo 1
de huevos IF y de huevos F (P>0.05).El muestreo de huevos IF
positivos a SE en el drea 1 fué 3/10 (30%),en el &rea 2,5/10
(50%) vy en el drea 3,2/10 (20%),mientras que en los hueves
F,drea 1,2/10 (20%),4rea 2,3/10 (30%) y en el &rea 3,1/10
(10%).
La figura 2 muestra 1los resultados obtenidos de 1a
penetracién de SE al interlor de las membranas del cascarén
a los 12 dias de incubacién.lLos resultados del drea 2 y 3 no
fueron estadisticamente significativos (P>0,05) ya que en el
drea 2, en los huevos IF solo en 4/10 (40%) se recupero la
bacteria y en los F 1/10 (10%).En el drea 3 de los huevos IF
estaban contaminados 4,10 (40%) y en les ¥ 2/10 (20%) en
tanto que en el 4rea 1,se encontré diferencia estadistica
significativa (P<0.025) en el grupo de huevos IF positivos a
la penetracién de SE 6/10 (60%) y en los huevos F positivos
a SE fueron 1/10 (10%).

BEn 1la fiqura 3 .Se aprecia gque hay una diferencia
estadistica significativa de las tres dreas del huevo.En el
drea 1 de los huevos IF se encontraron 9/10 (90%)
positivos a SE,mientras que 1los huevos F 3/8 (24%)
resultaron positivos,dando diferencias estadisticamente
significativas (P<0.025).

En el drea 2 el los huevos IF 10/10 (100%) fueron positivos
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en tanto que de los huevos F 2/8 (16%), diferencia
estadisticamente significativa de (P<0.001).

Por udltimo en el Area 3 también hay diferencias estadisticas
significativas de (P<0.001).En los huevos IF positivo a 1la
penetracién de SE , 10/10 (100%),mientras que en los F sdélo
2/8 (16%) fueron positivos.

Los resultados de los tres grupos demuestran que conforme
avanza el desarrollo embrionario los huevos F son més
resistentes a la penetracién de la bacteria.

El cultivo bacteriolégico de clara y yema resulto negativo

en los tres grupos de huevos F e IF (datos no demostrados).
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DISCUSION
El hecho de que Salmonella enteritidis pueda penetrar 1los
huevos y permanecer atrapada entre el cascarén y 1las
membranas,puede tener implicaciones importantes para -la
epidemiologia de esta enfermedad.Una vez que el
microorganismo estd entre el cascarén y las membranas, es
posible que pueda multiplicarse durante el manejo
almacenamiento bajo condiciones adecuadas de humedad
temperatura.Se ha demostrado que las membranas pueden sex la
base del crecimiento de microorganismos (9).
En el presente estudio se observé que la penetracién de SE
en las membranas del huevo F en los tres grupos evaluados
(8,12 y 16 dias de incubacién)fue subjetivamente menor que
en los huevos IF .Adn cuando no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en 1la penetracién de SE
entre los huevos IF y F en todas las areas muestreadas,en
general se observé una mayor penetracién de SE en los huevos
IF al ser comparados con los huevos F.
Estos resultados sugieren gue los huevos F incubados en los
primerps 8 dias son mAds susceptibles a la penetracién de
Salmonella enteritidis.Ademas se observé que 1los huevos
infértiles que son infectados antes de la incubacién pueden
ofrecer un mayor peligro a Salmonelosis gque 1los huevos
fért{les en la incubadora si esos huevos llegan a explotar
(22).

El hecho de que la bacteria nunca se pudo recuperar de clara
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Yy yema (datos no mostrados) sugieren que las membranas
externa e interna constituyen una importante barrera fisica
para la penetracién de bacterias al interior del huevo como
ha sido demostrado por otros investigadores (10).

con el desarrollo embrionaric del huevo ,decrece el
potencial de penetracién de S.enteritidis a través de las
estructuras externas del huevo.El desarrollo metabdlico y
salida de sustancias quimicas a las estructuras del cascarén
pueden ser bactericidas.Se ha establecido que también pueden
existir otras influencias protectoras antibacteriales
naturales dentro de las estructuras externas del huevo que
son activadas por el desarrollo embrionario (21).

La variabilidad de la penetracién de Salmonella en 1las
estructuras del huevo ha sido reportado por otros autores y
tal vez se deba a la diferencia en la porosidad, grosor del
cascarén a la estructura fisicoquimica de las membranas o a
interaccién entre el huevo, factores biolégicos,produccidn
de enzimas bactericidas como la lizozima, y medio ambiente

{(1,10,15,16).

Estudios conducidos en el Departamento de Produccién
Animal:Aves (datos no publicados )se evaluaron los cambios
de pH en albumina y vitelo de huevo fértil e infértil, han
demostrado que existen cambios dltamente significativos en
el pH de estos fluidos que aunado a procesos enzimdticos
pueden afectar la penetracién y desarrollo de bacterias.Sin

embargo son requeridos mds estudios para aceptar o rechazar
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esta hipétesis.Se sugiere repetir el estudio con una muestra
més grande de huevos F e IF para comparar la penetracién de
SE ,asi como los muestreos a intervalos més cortos.bDe igual
manera debe tomarse en consideracioén las
variables:funigacién,integridad de la cuticula
(2,4,11,13,15) ,asi como métodos de recoleccién en futuros

estudios .



18

CONCLUSIONES
-Salmonella enteritidis penetra el cascarén,membrana externa
e interna de huevos fumigados.
-La membrana externa e interna representan una barrera
fisica a la penetracién de SE al interior del huevo.

-Los huevos infértiles incubados son més susceptibles a la
penetracién de SE gue aquellos gue se encuentran en
desarrollo embrionario.

*Este trabajo fue apoyado en parte por el USDA University

Development Linkage Proyect PCEj5063-A—00—2045—00.
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Figura 1. Penetracidn de S. enteritidis
en las membranas del cascarén (8 dias)
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Figura 2. Penetracién de S. epeteritidis
en las membranas del cascarén (12 dias)
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Figura 3. Penetracién de S. enteritidis
en las membranas del cascarén (16 dias)
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